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(54) Verfahren zum Auf bringen von Reagenzspots 

(57) Es wird ein Verfahren zum Aufbringen von 
raumlich definierten Reagenzflachen auf eine Fest- 
phase beschrieben, welches dadurch gekennzeichnet 
ist, daB eine ein adsorptionsfahiges Bindereagenz ent- 
haltende Flussigkeit im Bereich von raumlich definierten 
Flachen mit einer Festphase, die eine im wesentlichen 
kontinuierliche Metall- oder Metal loxidoberflache 
umfaBt fur eine ausreichende Zeitdauer, um die Ausbil- 
dung adsorptiver Bindungen zwischen Bindereagenz 
und Festphase zu ermoglichen, in Kontakt gebracht 
wird. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Aufbringen 
von raumlich definierten Reagenzflachen bzw. Rea- 
genzspots auf eine Festphase mit einer Metall- Oder s 
Metalloxidoberflache sowie eine Festphasenbindema- 
trix, welche unterschiedliche Feslphasenreaktanten 
oder/und Festphasenreaktanten in unterschiedlichen 
Konzentrationen in raumlich definierten Reagenzspots 
umfaBt 10 

Es ist eine Reihe von Verfahr en bekannt, mit denen 
Heine Reagenzmengen auf unterschiedliche Oberfla- 
chen, wie etwa Glas- Oder Kunststofftrager aufgebracht 
werden konnen Solche Verfahren fiihren zu einer 
Mikrostrukturierung der Reagenzien auf der Oberfla- 15 
che, z. B. in Form von raumlich voneinander getrenrrten 
Reagenzspots. Von besonderem Interesse sind dabei 
mikrostrukturierte Oberflachen, bei denen die Rea- 
genzspots jeweiis unterschiedliche Funktionalitaten 
aufweisen, sogenannte Arrays, bei denen die einzelnen 20 
Reagenzspots z B. unterschiedliche Reaktanten wie 
etwa DNA-Fragmente Oder Antikorper umfassen. In WO 
92/10 092 ist ein Verfahren beschrieben, mit dem uber 
photoreaktive Verbindungen und Bestrahlung durch 
Masken eine Vielzahi verschiedener Strukturen auf 25 
einem Glastrager erzeugt werden kann. In US- 
4,877,745 ist ein Verfahren beschrieben, bei dem mit- 
tels Ink-Jet (Tintenstrahl) auf Kunststofftragern unter- 
schiedlich funktionalisierte Spots aufgebracht werden 
konnen.. 30 

Im Gegensatz zu Kunststoffoberflachen weisen 
Metall- und Metal loxidoberflach en den Vorteil auf, daB 
sie durch Selbstassemblierungstechniken mit einer 
genau definierten Matrixschicht belegt werden konnen 
Eine selbstassemblierende Monoschicht (SAM) bildet 35 
sich z.B bei der Adsorption von organischen Alkylthio- 
len auf einer Goldoberflache aus, wobei die spontane 
Organisation einer solchen dichtgepackten Mono- 
schicht auf starken spezifischen Wechselwirkungen 
zwischen dem Tragermaterial und dem Adsorbens 40 
beruhen (Nuzzo et al., J Am Chem.Soc 105 (1983) 
4481).. Auf diese Weise kann eine genau definierte 
Monoschicht einer Bindematrix auf die Oberflache von 
Metallen, wie z B Gold oder Silber, aufgebracht wer- 
den, Die spezrfische Bindefahigkeit von selbstassem- 45 
blierten Festphasen kann zudem durch Verdunnung 
des spezifischen Festphasenreaktanten weiter opti- 
miert werden, wie in EP-A-0 515 615 beschrieben 

Auch die Beschichtung von Metalioberflachen mit 
Mikrostrukturen auf Basis von selbstassemblierten 50 
Monolagen ist bekannt. So beschreiben Whitesides et 
al.. Langmuir 10 (1994) 1498-1511 ein Verfahren, bei 
dem Reagenzien mittels spezieller, rnikrostrukturierter 
Silikonstempel auf eine Edelmetalloberflache aufge- 
stempelt werden. Dadurch ist eine Erzeugung von 55 
mikrostrukturierten Monolagen mit raumlich voneinan- 
der getrennten Bereichen moglich . Die einzelnen Berei- 
che werden bet einem solchen Stempelverfahren 



allerdings alle identisch funktionalisiert erhalten, d h, 
eine unterschiedliche Funktionalitat durch unterschiedli- 
che Belegung einzelner Spots, wie bei einer Array- 
Struktur, kann mit dieser Technik nicht erhalten werden , 

Weiterhin ist es bekannt, Mikrostrukturen von 
selbstassemblierten Monoschichten auf Edelmetall- 
oberflachen durch Bestrahlen von volfflachig mit Thiolen 
beschichteten Substraten durch Masken und anschlie- 
Bendem Waschen zu bilden (Hemminger et al.., Lang- 
muir 10 (1994), 626-628). Auch bei diesem Verfahren 
werden raumlich getrennte Bereiche gebildet, die alle 
identisch funktionalisiert sind Eine weitere Moglichkeit 
zur Herstellung von Reagenzspots besteht darin, 
zunachst auf einen Trager bereits raumlich voneinander 
getrennte Goldspots aufzubringen, die dann nachtrag- 
lich mit Reagenzien belegt werden.. Die Erzeugung sol- 
dier raumlich getrennten Goldspots ist jedoch 
aufwendig und muB durch Bedampfen des Substrats 
uber Masken erzeugt werden Zudem erfordert das 
nachtragliche Belegen der Goldspots mit Reagenzien, 
z. B mit Mikropipettoren, punktgenaues Arbeiten, was 
bei Strukturen im Lim-Bereich nur schwierig und mit 
hohem technischem Aufwand zu realisieren ist 

Die Aufgabe der Erfindung bestand deshalb darin, 
ein Verfahren bereitzustellen, mit dem auf einfache 
Weise Array-Strukturen von Reagenzspots auf Metall- 
oder Metalloxidoberflachen aufgebracht werden kon- 
nen 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch ein 
Verfahren zum Aufbringen von raumlichen definierten 
Reagenzflachen auf eine Festphase gelost, welches 
dadurch gekennzeichnet ist, daB eine ein adsoptionsfa- 
higes Bindereagenz errthaltende Flussigkeit im Bereich 
von raumlich definierten Flachen mit einer Festphase, 
die eine im wesentlichen kontinuierliche Metall- oder 
Metalloxidoberflache umfaBt fur eine ausreichende Zeit- 
dauer, urn die Ausbildung adsorptiver Bindungen zwi- 
schen Bindereagenz und Festphase zu ermoglichen, in 
Kontakt gebracht wird 

Oberraschenderweise konnten die im Stand der 
Technik auftretenden Nachteile dadurch beseitigt wer- 
den, daB die zur SelbstassembJierung verwendeten 
Reagenzien direkt in einer Losung auf einen vollflachig 
mit einem Metall oder einem Metalloxid beschichteten 
Reagenztrager spotweise aufgebracht werden Das 
Aufbringen der Reagenzspots kann z.. B. mittels Ink-Jet- 
Verfahren (Tintenstrahlverfahren) oder mit einer auto- 
matischen Mikropipettiervorrichtung erfolgen. Die Rea- 
genzlosung wird dabei in Form kleiner Trdpfchen, 
bevorzugt in Form von Mikrotropfchen auf die Oberfla- 
che aufgebracht. 

Nach dem Aufbringen der Reagenzlosung wird die 
Oberflache fur eine gewisse Zeitdauer, z.B. 1 bis 60 
min, bevorzugt 5 bis 10 Minuten inkubiert, um die Aus- 
bildung von adsorptiven Bindungen zwischen Binderea- 
genz und Metall- oder Metalloxidoberflache zu 
ermoglichen Die Inkubationszeitdauer hangt von dem 
verwendeten Bindereagenz und von der Oberflache ab, 
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wobei iange genug inkubiert wird, um die Ausbildung 
von adsorptiven Bindungen zu ermoglichen . Dabei wird 
eine selbstassemblierte Monolage des Bindereagenzes 
auf der Metall- Oder Metalloxidoberflache in Form von 
raumlich abgegrenzten Flachen gebildet Nach dem 
Inkubieren wird die Oberflache schnell mit einern gro- 
Ben LosungsmitteliiberschuB gewaschen, um ein Ver- 
schmieren der voneinander angrenzenden Flachen zu 
vermeiden Als Losungsmittel konnen je nach verwen- 
detem Bindereagenz wassrige oder/und organische 
Losungsmittel verwendet werden, 

Uberraschenderweise ist es moglich, durch Auf- 
bringen von adsorptiv bindenden Reagenzien auf eine 
durchgehende Metall- Oder Metalloxidschicht in Form 
von Spots raumlich abgegrenzte Flachen zu bilden, 
wobei weder wahrend des Aufbringens noch danach 
ein signifikantes Verschmieren benachbarter Reagenz- 
spots auftritt. Es werden trotz der lediglich adsorptiven 
Bindung zwischen Oberflache und Bindereagenz dis- 
krete Spots gebildet, da das adsorptionsfahige Binde- 
reagenz uberraschend ortsfest ist.. Ein wesentlicher 
Vorteil des Verfahrens besteht darin, daB auf einfache 
Weise Oberflachenregionen mit unterschiedlichen 
Belegungen Oder Funktionalitaten hergestelit werden 
konnen, die fur Multiparameterassays in Nachweisver- 
fahren, z.B in immunologischen oder Nukleinsaurehy- 
bridisierungsassays eingesetzt werden konnen 
Weiterhin wurde festgestellt, daB das Bindereagenz 
nach AbschluB der Selbstassemblierung durch den 
Waschvorgang nicht liber den Trager in andere Rea- 
genzspots verschleppt wird. Weiterhin wurde festge- 
stellt, daB auch nach Fertigstellung der 
funktionalisierten Oberflachen die einzelnen raumlich 
abgegrenzten Flachenbereiche stabil sind, d.h.. die 
adsorbierten Bindereagenzien bleiben am selben Ort 
und wandern nicht zu unbelegten Stellen auf der Metall- 
oder Metalloxidoberflache. 

Die Flachen der aufgebrachten Reagenzspots wei- 
sen bevorzugt einen Durchmesser von < 5 mm, beson- 
ders bevorzugt einen Durchmesser von ^ 1 mm auf.. Am 
meisten bevorzugt werden Reagenzspots im Mikrome- 
terbereich, z.B. mit einem Durchmesser von 50 bis 500 
jum aufgebracht Dies entspricht einem aufgetropften 
Flussigkeitsvolumen der Reagenzlosung von etwa 0,1 
bis 10 nl . Da mit dem erfindungsgemaBen Verfahren 
raumlich scharf begrenzte Spots erhalten werden, ist es 
moglich eine Mikroarraystruktur zu erzeugen.. im 
Bereich der einzelnen Spots konnen jeweils unter- 
schiedliche Reaktanten oder/und unterschiedliche 
Reaktantkonzentrationen, z, B, fur immunologische Test 
oder NuWeinsaure-Hybridisierungstests aufgebracht 
werden. 

Bevorzugte Oberflache ist eine Edelmetalloberfla- 
che, besonders bevorzugt eine Gold- Oder Siiberober- 
flache und am meisten bevozugt eine Goldoberflache 
Eine solche Metalloberflache kann beispielsweise 
durch Aufdampfen einer dOnnen Metallschicht auf einen 
Trager, beispielsweise einen Glastrager gebildet wer- 



den. Eine solche aufgedampfte Schicht ist bevorzugt 10 
bis 100 nm dick. Bei der Verwendung einer Edel metall- 
oberflache wird als adsorptionsfahiges Bindereagenz 
vorzugsweise ein SH- oder SS-Reagenz verwendet 

5 Solche Thiol- bzw Disurfidreagenzien sind z B in der 
DE 40 39 677 ausfuhrlich beschrieben, Besonders 
bevorzugt wird als adsorptionsfahiges Bindereagenz 
eine Thiol- oder Disurfidgruppe enthaltende Verbindung 
verwendet, welche zudem eine spezrfisch bindefahige 

10 Gruppe, wie z.B.. eine Antigen-, Hapten- oder eine Bio- 
tingruppierung enthalt Als SAM an eine Oberflache 
adsorbierte biotinylierte Thiolreagenzien konnen 
anschlieBend mit Streptavidin belegt werden, wobei ein 
unterschiedlicher Biotingehalt in verschiedenen Spots 

75 zu verschiedenen Streptavidinschichten fuhrt.. 

Es ist aber auch moglich, ein Metal loxid als Ober- 
flache zu verwenden.. Beispiele fur geeignete Metall- 
oxidoberflachen sind S502, Ti0 2 , Al 2 0 3 , Sn 2 0 3 , Ag 2 0, 
La 2 0 3 , Ta 2 0 5 und Gemische davon. Bevorzugt wird 

20 eine Metalloxidoberflache aus Si0 2 und/oder Ti0 2 ver- 
wendet,. Wenn eine Metalloxidoberflache verwendet 
wird, wird als adsorptionsfahiges Bindereagenz bevor- 
zugt eine eine Silangruppe enthaltende Verbindung ver- 
wendet. Solche Verbindungen sind beispielsweise in 

25 EP-A-0 664 452 beschrieben.. Bei der Adsorption von 
Silangruppen enthaltenden Verbindungen an Metall- 
oxidoberflachen findet nach der Adsorption eine kova- 
lente Vernetzung, beispielsweise durch Erhitzen statt. 
Die erfindungsgemaB verwendeten adsorptions 

30 fahigen Bindereagenzien enthalten neben der jeweiii- 
gen adsorptions fahigen Gruppe, wie etwa eine SH-, 
SS- oder Silangruppe, bevorzugt wenigstens eine spe- 
zifisch bindefahige Gruppe, wie etwa Biotin, ein Biotin- 
derivat, Streptavidin, ein Hapten, ein Antigen und/oder 

35 eine Nukleinsauresequenz, welche spezifisch mit 
einem Bindepartner, z.B., einem nachzuweisenden Ana- 
lyten bind en Der Nachweis der Bindung von Analyten 
an eine erfindungsgemaBe, funktionalisierte Festpha- 
senmatrix kann beispielsweise durch konfbkale Scan- 

40 nerfluoreszenzmikroskopie oder durch 

Plasmonenresonanzspektroskopie erfolgen. Bevorzugt 
wird der Nachweis mittels Plasmonenresonanzmikro- 
skopie (B.Ruthenhausler et al., Nature, Vol 332 (1988) 
615-617) durchgefuhrt. Mit der Oberf lachenplasmonen- 

45 resonanz kann die Bindung des Analyten dabei ohne 
die Verwendung von Markierungsreagenzien nachge- 
wiesen werden. Besonders bevorzugt wird zum Nach- 
weis der Bindung eines Analyten die gleichzeitige 
Bestimmung von Plasmonenresonanz und Fluores- 

so zenzdetektion verwendet. Hierbei werden unabhangig 
voneinander das Plasmonenresonanz- und das Fluo- 
reszenzsignal erhalten, wodurch neben einer hohen 
Sensitivitat (10" 14 mol/i) auch die Bestimmung von 
Reaktionskinetiken moglich ist. 

55 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine 
Festphasenmatrix umfassend einen Trager, weicher im 
wesentlichen kontinuierlich mit einer Metall- oder 
Metalloxidschicht uberzogen ist, auf der raumlich defi- 
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nierte Reagenzflachen angeordnet sind, welche (a) 
unterschiedliche Festphasenreaktanten enthalten 
oder/und (b) einen Festphasenreaktanten in unter- 
schiedlichen Konzentrationen enthalten. Bevorzugt 
umfaBt eine solche Festphasenbindematrix mindestens 
drei unterschiedlich funktionalisierte Bereiche auf einer 
Oberflache, besonders bevorzugt mindestens 5 unter- 
schiedlich funktionalisierte Bereiche Die Durchmesser 
der Reagenzspots betragen bevorzugt £ 5 mm, mehr 
bevorzugt £ 1 mm und am meisten bevorzugt ^ 500 \im 
Eine soiche Festphasenmatrix mit Reagenzspots im 
imm-Bereich kann auch als Mikroarray bezeichnet wer- 
den, 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist ein Ver- 
fahren zum Nachweis einer Bindung oder/und Wechsel- 
wirkung von Analyten, wobei eine erfindungsgemaBe 
Festphasematrix eingesetzt wird.. Bei der Verwendung 
der Plasmonenresonanzspektroskopie oder/und Plas- 
monenresonanzmikroskopie als Detektionsverfahren ist 
dabei eine Echtzeitdetektion moglich, wobei eine Mar- 
kierung nicht erforderlich ist, da die Schichtdicke 
gemessen werden kann Ein solches Verfahren kann in 
der molekularen Diagnostik zur Bestimmung von Aller- 
gien, in der Immunologie sowie zur Nukleinsaure-Hybri- 
disierung verwendet werden. Besonders bevorzugt 
verwendet man zum Nachweis der Bindung oder/und 
Wechseiwirkung des Analyten eine Kombination von 
Plasmonenresonanzspektroskopie und Fiuoreszenzde- 
tektion Oder eine Kombination von Plasmonenreso- 
nanzmikroskopie und Fluoreszenzdetektion.. 

Die Erf indung wird durch die beigefugten Zeichnun- 
gen und die folgenden Beispiele weiter erlautert, worin 

Figur 1 das Prinzip des Aufbringens der Reagenz- 
spots veranschaulicht, 

Figur 2 Reagenzien, welche zur Bildung von selbst- 
assemblierten Monoschichten geeignet 
sind, darstellt, 

Fb * 3 den experimentellen Aufbau eines Oberfla- 
chenplasmonenmikroskops zeigt, 

Figur 4 mit einem Plasmonen-Mikroskop erhaltene 
Aufnahmen von erfindungsgemaB auf eine 
Goldoberflache aufgebrachten Reagenz- 
spots zeigt und 

Figur 5 die zeitabhangige Reflexionsintensitat 
gegen die Zeit einer Matrix mit vier ver- 
schiedenen hydrophilen Thiolgemischen, 
erharten durch Oberflachenplasmonenmi- 
kroskopie darstellt, 

Beispiel 1 

Aufbringen von Reagenzspots auf eine Oberflache 

Das Prinzip des erfindungsgemaBen Verfahrens 
wird anhand einer bevorzugten Ausfuhrungsform unter 
Bezugnahme auf Figur 1 erlautert Zunachst wird mit 
Hilfe einer Hochvakuum-Beschichtungsanlage (Fa Lei- 



bold) eine ca. 50 nm dicke Goldschicht auf einen Glas- 
trager aus LASFN9 Hochindexglas im Hochvakuum (ca 
10-7 mbar) aufgedampft. Unmittelbar nach dem Auf- 
dampfen der Goldschicht wird der Trager (1 0) auf einem 

5 XYZ-Tisch (Isel-EP 1090/4) (2) eingespannt, welcher 
mit einer Silizium-Piezopumpe (GeSIM, Dresden) (4) 
versehen ist. Auf der Arbeitsf lache des XYZ-Tisches (2) 
ist auBerdem eine Mikrotiterplatte (6) befestigt, welche 
die verschiedenen, aufzubringenden adsorptionsfahi- 

10 gen Bindereagenzien gelost in einem Losungsmittel, 
sowie die reinen Losungsmittel in jeweils verschiedenen 
Vertiefungen enthalt Als Substanzen fur die Adsorption 
wurden ein wasserlosliches Thiolsystem, bestehend 
aus HS-Prop-DADOO-X-Biotin (bindefahiges Reagenz) 

75 (Fig 2a) und HS-C2-Aminoethoxyethanol (Verdunner- 
komponente) (Fig. 2b) in einer Konzentration von 5x10" 
4 molar in Wasser und ein ethanollosiiches Thiolsystem, 
bestehend aus HS-C12-DADOO-Biotin (bindefahige 
Biotinkomponente) (Fig 2c) und Mercaptoundecanol 

20 (Verdunnerkomponente) (Fig. 2d) in einer Konzentra- 
tion von 5 x 10" 4 molar in Ethanol gelost In unterschied- 
lichen Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurde diese 
Systeme in unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen 
mit einem Anteil der Biotinkomponente von 0 %, 10 %, 

25 50 % bzw 100 % vorgelegt Zum Aufbringen von Rea- 
genzspots auf die Goldoberflache wird nun die Spitze 
der Pumpe (4) in die entsprechende Flussigkeit einge- 
taucht, dann zur programmierten Position auf der gold- 
beschichteten Oberflache gefahren und dort wird ein 

30 Tropfen mit einem Volumen von ca. 1 nl (8) abgesetzt 
Danach wird die Pumpe zweimal mit reinem Losungs- 
mittel gespult und der Vorgang mit der nachsten Losung 
wiederhort, wobei der nachste Spot einem Abstand von 
ca. 600 [im zum vorhergehenden Spot abgesetzt wird 

3 5 Dieser Vorgang kann belicbig oft wiederholt werden. 

AnschlieBend wird die Goldoberflache, auf die die 
Reagenzspots aufgetragen wurden, ca. 10 min setzen 
gelassen, wobei sich auf der mit den Tropfen belegten 
Oberflache eine selbstassemblierte Monoschicht aus- 

40 bildet. AnschlieBend wird die Goldoberflache ganzfla- 
chig mit reinem Losungsmittel gespult, urn nicht 
adsorbierte Molekule abzuwaschen. Auf diese Weise 
konnen innerhalb kurzer Zeit Oberflachen mit raumlich 
abgegrenzten Reaktionsspots erzeugt werden Der 

45 Durchmesser der Spots betragt ca.. 200 \im 

Beispiel 2 

Plasmonenmikroskopische Untersuchung der auf 
so eine Goldoberflache aufgebrachten Reagenzspots 

Zur Bestimmung der optischen Schichtdicken der 
praparierten Biotin-Monoschichten und zur Untersu- 
chung des Bindeverhaltens gegeniiber Straptavidin 
55 wurde die mit Reagenzspots praparierte Goldoberfla- 
che mit Hilfe der Oberflachenplasmonenmikroskopie in 
der Kretschmannkonfiguration (prismengekoppelt) 
untersucht. Dabei werden, wie in Figur 3 dargestellt, mit 
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durch einen Polarisator (12) p-polarisiertem aufgeweite- 
tem Laserlicht (roter He-Ne-Laser (14) durch ein Prisma 
(16) aus hochbrechendem Glas bei ein em spezifischen 
Einfallswinkel auf der Metallschicht (18) Oberflachen- 
plasmonen angeregt. Das reflektierte Licht wird in 
Abhangigkeit vom Einfallswinkel von einer CCD- 
Kamera (20) aufgezeichnet Weiterhin umfaBt der in 
Figur 3 dargestellte Aufbau ein Goniometer (30) sowie 
zwei Linsen (28, 32) zur Bildung einer Mikroskopoptik 
Unterschiedliche Schichtdicken auf den Reagenzspots 
resultieren in unterschiedlichen Hell-Dunkel-Korrtrasten 
auf dem aufgezeichneten Bild . Mit Hilfe von Bildauswer- 
tesystemen (22) umfassend einen Computer, kann der 
absolute Schichtdickenzuwachs sowie dessen zeitlicher 
Veriauf mit einer Genauigkeit von ca. 0,1 nm bestimmt 
werden. Figur 4 zeigt die mittels CCD-Kamera erhalte- 
nen Bilder der mit Thiol beschichteten Spots vor und 
nach Streptavidinanbindung. In Figur 5 ist der zeitliche 
Veriauf der uber die Bildauswertung erhaltenen Intensi- 
taten einer Streptavidinanbindung an unterschiedlich 
beladene Spots dargestellt . In Figur 4a sind sechs Auf- 
nahmen zu sehen, welchejeweils zwolf gleich funktiona- 
lisierte Thiol-Spots bei verschiedenen Einfallswinkel 
des Laserlichts zeigen. In Figur 4b ist ein mit 16 Rea- 
genzspots beschichteter Trager zu sehen, wobei jeweils 
4 der Spots die gleiche Funktionalisierung aufweisen, 
wobei das Bild links vor der Bindung von Streptavidin, 
das Bild rechts nach der Bindung von Streptavidin auf- 
genommen ist. Wie deutlich zu sehen ist, ist es mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren moglich, raumlich 
getrennte, unterschiedlich funktionalisierte Reagenz- 
spots auf eine durchgangige Oberflache aufzubringen 

Figur 5 stellt den zeitlichen Veriauf der Adsorption 
von Streptavidin an eine mit vier unterschiedlichen 
hydrophilen Thiol-Gemischen belegte Oberflache, 
erhalten durch die Auswertung der Ref lexionsintensitat 
der Plasmonenresonanzmikroskopie, dar K1 stellt 
einen Reagenzspot dar, auf den eine reine Losungsmit- 
tellosung inkubiert wurde Dieser Spot wurde ansch lie- 
Bend mit Streptavidin behandelt Wie in Figur 5 zu 
sehen ist, findet nur eine sehr geringe Bindung von 
Strepdavidin an den Reagenzspot statt, K2 stellt einen 
Reagenzspot dar, der mit einer Losung bestehend aus 
1 % biotinyliertem Thiol und 99 % Verdunnerthiol inku- 
biert und anschlieBend mit Streptavidin behandelt 
wurde. Es ist eine deutliche hohere Streptavidinbindung 
als bei der Kurve K1 zu erkennen , K3 stellt einen Rea- 
genzspot dar, der mit 100% biotinyliertem Thiol, also 
ohne Verdunnermolekule inkubiert wurde und anschlie- 
Bend mit Streptavidin behandelt wurde Es ergibt sich 
eine deutliche Erhohung der Schichtdicke auf 33 ± 3 A 
im Verhaltnis zu K2, wo die Schichtdicke 22 + 3 A 
betrug. K4 schlieBlich stellt einen Reagenzspot dar, 
welcher mit 10 % biotinyliertem Thiol und 90% Verdunn- 
ermolekulen behandelt wurde. Dabei biidet sich eine 
verdunnte homogene Bindeschicht aus, welche nach 
Behandlung mit Streptavidin die hochste Reflexion auf- 
weist, woraus eine Schichtdicke von 43 ± 3 Angstrom 



berechnet werden kann . Wie aus Figur 6 zu sehen ist, 
konnen auf einen einzigen flachigen Goldtrager Rea- 
genzspots mit unterschiedlicher Belegung aufgebracht 
werden, wodurch ein Array-System gebildet wird. Wei- 
5 terhin ist es moglich, unter Verwendung eines solchen 
Arrays Bindungen oder/und Wechselwirkungen von 
Analyten nachzuweisen, wobei sowohl die Schichtdicke 
(Beiegungsmenge) als auch die Reaktionskinetik 
(Adsorptionsgeschwindigkeit) bestimmt werden kann 

10 
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1 . Verfahren zum Aufbringen von raumlich def inierten 
Reagenzflachen auf eine Festphase, 
is dadurch gekennzeichnet, 

daB eine ein adsorptionsfahiges Bindereagenz ent- 
haltende Flussigkeit im Bereich von raumlich defi- 
nierten Flachen mit einer Festphase, die eine im 
wesentlichen kontinuierliche Metall- oder Metall- 
ic oxidoberflache umfaBt, fur eine ausreichende Zeit- 
dauer, um die Ausbildung adsorptiver Bindungen 
zwischen Bindereagenz und Festphase zu ermdgli- 
chen, in Kontakt gebracht wird 

25 2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB eine Metalloberf lache verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
30 dadurch gekennzeichnet, 

daB als adsorptionsfahiges Bindereagenz eine eine 
Thiol- oder Disuffidgruppe enthaltende Verbindung 
verwendet wird 

35 4. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB eine Metal loxidoberf lache verwendet wird . 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 
40 dadurch gekennzeichnet, 

daB als adsorptionsfahiges Bindereagenz eine eine 
Silangruppe enthaltende Verbindung verwendet 
wird 

45 6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB das adsorptionsfahige Bindereagenz in Form 
einer selbstassembiierenden Monoschicht aufge- 
50 bracht wird . 

7. Festphasenmatrix umfassend einen Trager, wel- 
cher im wesentlichen kontinuierlich mit einer Metall- 
oder Metalloxidschicht uberzogen ist, auf der raum- 
55 lich definierte Reagenzflachen angeordnet sind, 
welche 

(a) jeweils unterschiedliche Festphasenreak- 
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tanten enthalten oder/und 

(b) einen Festphasenreaktanten in jeweils 

unterschiedlichen Konzentrationen enthalten.. 

8. Verfahren zum Nachweis einer Bindung oder/und 5 
Wechselwirkung von Analyten, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine Festphasenmatrix nach Anspruch 7 
verwendet und die Bindung oder/und Wechselwir- 
kung des Analyten auf an sich bekannte Weise 10 
nachweist. 
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Figur 4a 
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